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Beschreibung 

Pic Erfodaag betrifft ein Verfahren rum Nachweis cincr Nukkxnstxire-Scquenz oder eines NukJeinsIurt- 
Fragments genotfi dem Oberbegriff des Anspruchs 1. Sic bctrifh feraer die Yenrcndung einw Reagenzsatzes 

5 zur DurchfChnsof des Verf ahrens und ein Reagenz zur Verwendung m dem Verfahren. 

Jerle biologiscbe Probe, betspierweise Blut, das einem Lebewesen cotDomitkea werden kann, cnthUt verschie- 
dene Nuklcmsinren in au&erordendicher ReichhaJuglitit Dies trifft auch fur versduedene Sequenzen zu, 
bctspiclrwctw zaJifcreicse Gene, die jede einzelne Nukleinsiure in diesen Probcu enthalten kann. Daher kann dcr 
Geoetiker auf grcSc Schwierigkeiten beim AufspQrenodcr bei dcr Charaktcri ii ci ac g von bestimrnten NukJein- 

io sturen in einer Probe stoBen Die Schwierigkeiten werden nocb grofler; wenn es cUrum geht, die Anwesenheit 
bertirnrnter Fragmente, beispielsweise dcr in diesen NujdeinUurco enthahenen Gene, ru charakterisieren. 

Um eine emxebe Nuideinsaurc oder einzeine Gene — fcispietrweise im Hinbbck auf Studicn dcr Organisa- 
tion genetiscber Scquenzen der DNA, in der lie en^haJten sind — zu diirakxenaeren, benotigt man zunachst 
eine mil diescr Nukleinsaure angereichene, aw der untersuchten Probe erhahene Fraktion. Zu diesem Zweck 

15 wurden bereits Anreicheningsmethoden vorgeschltgen, die sich die Hybridisierungsre&ktionen zwischen der 
gesuchten NuHrrmlarc brw. dem Gen und einera lndikator zunutze machen, sofem ein solcher lndikator 
verfugbftj ist and die erhaJtenen Hybrid e sod&nn von der Probe abgetrenm werden k6nnetu beispielsweise durch 
difterenneue Sedimentation a us einer Losung mittels Ultrazentrinigicren. 
Solche Indikitoren wurden bereits beschrieben: Es handclt sich dabci ira allgemeinen um Ribonukleinsauren 

30 (RNA), beispieJrreise solche, die mittels genetischer Trajiskription von Strukturgenen erhaJtcn wurden. Die 
Struknirgene sand Bestandteile der DNA der einzelncn Zellorganisxnen, tus denen sic stammen Die DNA ist 
demnach gerignrt. ihrerseits in die Proteine. fur welche die Stmkturgene codieren, "Obenetzt* zu werden. Es ist 
bekxnm, d*B <£e RNA -Nukleotid -Sequenzen zu der Sequent der DNA. von der sie absta. :. n, komplementir 
sind. Dies zeigt sich in der Eigenschaft der RNA, gcmischie Hybride mit den entsprcche*. .c i Sequenzen der 

is zugehorigen DSk zu biiden. die zuvor denaturiert worden ist. sowrit diese anlangs dop^.--. x&ngig war, bci- 
spielsweise rucfa Ink ubit ion bei hoher lorenstarke und erhohter Tempcritur odcr in basischem Milieu. 

Es wurde vocgtschlagen, den Nachweis von gebildctcn Hybriden mil Hilfe emer radioaktiven Markierung der 
Gene selbst odcr der RNA-lndikatoren vorzunehmcn. Die Durchfuhrung diescr Methoden ist jedoch nicht 
einiach, und auBcrdcm ist cs dabei nicht immer mOglich, die Gene innerhalb der DNA ausreichend zu lokalisie- 

X rto. 

Um die umcrsuchten Gene in der sie er.thaltencn DNA besser lokrlisicrcn zu konnen und eine Methode zur 
BiWung von rait bestimmten DNA-Scgmenten angereichenen Fraktionen — ausgchend von derselben DNA — 
zu enrwickeh. haben Manning et al cine Methode zum physiko-chemischen Nachweis dieser Jene vorgcschla- 
gcn. Diese Mettodc bestcht a us dcr chemischen Modifizierung des RNA*Indikators durch Anheftung von 

15 Biotingruppen, d h. Derivaten des Cytochrom C Diese Biotingruppen hciicn sich durch BrOckenbildung bei der 
Hybridisierung an die DNA an und sind nun physikaJisch im Elektronenmikroskop als Staubteilchen, die aus 
submikroskopiscben KQgelchen von einem Durchmesser von 60 nm bestehen. insbesondere auf einem Unter* 
grund von PoryxDethacryis&urecster nachweisbar. Die KOgclchen wurden zuvor chemisch modifizicrt und kova- 
lent an Avidin-MotekQle gcbunden. Diese Methode ist in "A New Method of in situ Hybridization", Chromoso- 

40 ma. Springer Verlag( Berlin), Bd 53 (1975), S. 107 bis 117 und in "A Method for Gene Enrichment Based on the 
Avidin-Biotin Interaction. Application to the Drosophila Ribosomal RNA Genes". Biochemistry, Bd 16 (1977). 
Nr.? . S. 1 364 - 1 369 beschrieben. 

Die Inkubatioo der Hybride. die durch. Biotin und Avitin modiuziert sind macht es moglich, die Sielic dcr 
gesuchten Gene in der sie cnihahcnden DNA zu "markieren" und sic innerhalb der globularen Struktur der DNA 

45 nachzuweiseri. Diese ist ebenfalls im Elektronenmikroskop sichibar infolge dcr sehr starken nicht kovalcnien 
Interaktioncn. die nach wie vor an den Stcllcn herrschen, die frci von Biotin und Avidin gcbliebcn sind. 

Diese Methode ist jedoch kaum Jazu gecignct, rasch zu bestimmeh, ob dcranigc Gene bzw. DNA in einer 
biologischen Probe menschlichcr odcr ticrischcr Herkunft anwesend sind oder nich*- So ist bcispielweisc cine 
ntsche Diagnose einer infektion. von wclchcr der Wirt m6glichcrweise befallen ist, odcr der Tatsache. ob ein 

so Gen odcr bcisptclrweisc eine DNA-Sequcnz in diesem Wirt unverAndcrt gcbliebcn ist odcr nicht nach der 
Methode schwer rnoglich. 

Konjugaic aus Enzyrnen und Makromolcktllen und ihre Anvendung fOr andytische Zwecke sind in US-A 
AO 02 532 beschrieben. Aufgabe 'ler Erfindung ist cs. cin Verfahren zum Nachweis einer Nukleinsaurc-Sequcnz 
oder eines Nukieinsiurc- Fragments sowic cin Reagenz zur Vcrwendung in'dcm VeHahren zur VcrfOgung zu 
55 stellen,die mit da/achen Mitietn von Laborantcn ohne besondcre Ausbildung angewandt werden kOnnen. Diese 
Aufgabe wird durch die Erfindung ge!osL 
Die Erfindung bctrifft somit den in den PateniansprUchen gekennzcichneten Gegenstand. 
NatQrlich iirf die chemische Modifizierung die gegcbencnfalls zusatzlich stittfindene Hybridisicrung des 
Indikators mit oer gesuchten DNA*Sequenz bzw. dem DNA-Fragmcnt nicht behindern. 
to FOr den Fa^hmann licgt cs auf der Hand. daQ mit dieser Methode die Moglichkeii gtrgeben ist. r^sch 
fcsuustcllcnuob in einer biologischen Probe das DNA-Gcn bzw. DNA-Fragmcnt. das dem vcrwcndcien Indikt- 
tor cntsprichu vorhanden is! oder nicht, und dies sogar bei Anwcscnheit einer groOcn Anzahl anderer Nuklein- 
s^iurcn. Dies in i/u besondcre darauf zurUckzufOhren. daO durch den Nachweis aufgrund dcr enzymatischen 
AktivitAt, wobci das Enzym durch das Substrat an das Hybrid gebunden ist, umfassende AnwcndungsmOglich- 
b5 kciicn gcgebcniind 

Nach einer ausreichenden Reinigung des Hybrids ist cs sogar moglich. Angabcn Uber die Konzcr ■ Mion dcr 
gesuchten DN'A in dcr untersucSten biologischen Probe bzw. Uber die Anzahl der Kopicn des gesuchicn Gens in 
der gcrcinigtrn DNA zu erhalten. und zwar durch Bcstimmung dcr EnzymaktivitlL 
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Bd etnex zu unterochenden NuUcinaureprobc kajin nun zunlchst die Hybridisierung durchfflhrcn. Dann 
ban die Bindung zwacben dem chemtsch roodifizieTien und hybndmcrtcn Indikator und dem Enzym stattfuv 
(ten. Mm kann vor Bestimrnung dcr Enzym akiivitat den gegebenenfalb im Obcrsdiufi vorhandenen nicht 
brybodiccrcca Indikator bzw. das QbcrschOssige mit dem Indikaior nicht umgesetzte Enzym abtrennen oder 
abbaoen 

GerniB e»er anderea Ausfthningsform dcr Erfwdung kann die Abirermung oder der Abbau des ObcrschOssi- 
gen nicht bybodiocrteaj Indikator* geyebenenfalls vor der Bindung rwischen dem chcrnisch modifurienen und 
bybricfinerten Indikator und dem Enzym eHolgen. 

Der sperxfbebe lncfifcator kann a us RNA oder einzcbtringiger DNA bene hen. Verweodet man cine ursprflng- 
Bch doppelatrlngigc DNA (oder RNA) all Indikator, so mufl er vorher durch an sich bekanme Methoden 
deaaturiert wordentein. 

Fflhrt man ek>e cbexntscne Modifizierung des Jndikaton mit Bio tin durch. so kann man die Methode nach 
Manning et aJ (a. a.0.) mittels des Cytochrom C (durchschnittlich cin MolekQJ Biotin pro etwa 100 Nukieotide) 
us w tod en 

Vorzugsweisc venreadet man zum Marlcieren des Hybrids durch das Enzym den Komplex (Kupplungspro- 
duktjt der sich nach der Methode von Avrameas (besenrieben in Irnmunochemistry, Bd_ 6 (1969). S. 43 — 52) aus 
Avidin und den Enzym, insbesondere der 0-Galactosidase, crgibt 

Man kann natOrBch auch and ere chemische ModifLzierungsmethoden fOrdcn Indikator und gegebcnenfatls 
das Enzym im Hinbfck auf deren Bindung. vorzugsweise nach der Hybridisierungsreaktion, verwenden und 
ban die rnodifizieresjden Mi tiel fflr Indikator und Eraym iirngekehrt verwenden. 

Es kommen noch andere Paare von modifizierenden Mittetn fQr Indikator und Enzym in Frage, fQr die 
nachstehend einige Bcxsoiele angegeben sind. Das erste dieser Mittel wird vorzugsweisc jeweils zur chemischen 
Modifizierung des India tors und das zweite zur chemischen Modifizierung des Enzyrns cingeseuu Der Indika- 
tor kann beispielsweise nach einer be kann ten Methode durch MetaJlionen, wie Quecksilberionen, modifiziert 
werden, und der Nadnreis wird mittels eines Enzyms durchgefflhrt, das Sulfhydrylgruppcn ( — SH) aufweist oder 
an einen solche Gruppen euthaltenden Trager gebunden isL 

Man kann beispjetsweise folgendermaBen vorgehen, wenn die zu untersuchende Probe nur aus wenigen 
MUIilitem Blut besteht: Die Erythrocyten werden lysiert, und die DNA wird nach Oblichen Methoden extrahien. 
Sociann wird eine Idebe Mcnge der erhaltenen DNA. beispielswtise 1 bis 100 ug. mit 0.1 —03 N NaOH denatu- 
rien. die Losung anscaBc&cnd ncutraJisiert und auf einen pH- Wert von 7 eingestellt. 

Die erhaltene Loscng wird mit dem der gesuchten DNA oder dem DNA-Fragmcnt entsprechenden Indikator 
versetzt, und zwar ersrx 1 pg Indikator pro 100 u.g denaturiene DNA (die Menge der gebnauchten NaOH richtet 
sxh nach dem Anteil der gesuchten DNA in der zu analysierenden Probe). Die L&sung wird sodann mit Salzen 
verseat. um ein hobes lonenmilieu zu erreichen. namJich mit rnindesxens 03 in Gcgenwart von 50% Formamid 
und eines CbeUtbudx>ers in geringer Konzentration Das Volumen soli vorzugsweise gcring sein. Die Hybridisie- 
rung kann sodann bo* dcr hierfOr Oblichen Temperatur 1 bis 40 Stunden (normaJerweisc 16 Stunden) durchge- 
hlhrt werden. Man kann auch die Methode nach Manning (a.a.O.) oder andere Hybridisierungsmethoden 
anwenden, beispielswebe die Methode nach Kohne et al (Biochemistry, Bd 16 (1977)l S 5329—5341), die bei der 
hierfOr Oblichen Temperatur in einer phenolhaJtigen Emulsion durchgefflhrt wird. 

AnschlieBend wird an ein Enzym, beispir'sweise die ^-Galactosidase, gebundenes Avidin zugesetzt und zwar 
unter Bedingungen. wdche die Bindung des Biotins am Indikator an die freicn Gruppen des Avid ins des 
(Complexes ermoglicbcn. 

Dcr nicht hybridisierte Indikator wird ans* MieBend vom hybridisierten Indikator nach Oblichen Methoden 
tbgetrennt. beispiebweoe durch Ausfallen mil PolyathylenglykoL Gelchromatographie beispielsweise mit Se- 
pharose, oder Ultra rmtri/ugicrcn. Andererseits kann der nicht hybridisierte Indikator vor der Bindung des 
Avidins, welches das Enzym mit den an den hybridisierten Indikator gebundenen Bioiingruppen tra ~, an die 
DNA abgetrcnnt wenich. 

Man kann das gegebcnenf alls fixicrtc Enzym und dcmcntsprechcnd die gegebenenfaJIs stattfindende ef fektivc 
.Hytridisicnmg des Indikators mit der unicrsuchten DNA nachweisen, indem man ein Enzymsubstrat, insbeson- 
dere Orihonitropheno4gaJactosid (ONPG), mit dcr Losung in Berflhrung bringL 

Sobald die Versuchsbedrngungen festgelegt sind, tst es natOrlich mOglich, cine meBbare Aktivitatsschwelle zu 
beitimmen, bcispielnrebe durch eine kolorimetrische oder fluorographische Methode, Oberhalb dieser Schwei* 
le kann auf die Anwcscnhcit dcr gesuchten DNA oder des DNA*Fragments in der behandehen Probe geschlos- 
sen verden. 

Das nachstehend bochriebene im Labor durchgeftihrte Venuchsbeispiel diem zur Erlauterung des crfin- 
dungsgcmiBen Vcrfabrens. 

Venuchsbeispiel 

Dcr Versuch dient dem Nachwcis einer Maus^DNA durch Hybridisierung dieser DNA mit ribosomaler 
Maus-RNA als Indikator. 100 ug Maus*DNA pro 100 ul w&Orige LOsung verden durch Vcrsctzcn mit JOul 
I M NaOH denaturiert Nach 10 Minuten wird die Losung mit 10 ul 13 M Natriumphosphorsaurc (NaHjPQ<) 
vervstzfund auf einen neutralen pH-Wcrt eingestellt. Die denaturiene DNA-Losung wird sodann mit 1 ug 
ribosomaler RNA, die mit Biotin minds Cytochrom C (hergestellt nach dcr Methode von Manning ct al.) 
mirkitrt isu versetzL Das Volumen wird mit Wasser auf 160 ul gebrachL Dann werden 40 ul einer MincralsalzlO- 
sung'in einer Konzentntion von 20 x SSC (Standard Saline Citrate) und 200 ul redisiiliicrtcs oder deionisiertes 
Formamid zugegebca Die Losung I x SSC tst eine wflflrige Losung von 0,15 M NaCl und 0.015 M Natriumcitrat, 
bei eincm pH-Wert von 7.0. Das Gemisch wird 16 Stunden bei (Iblichcr Temperatur inkubiert. dann bei 4*C 
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jcfcn 2 x SSC dialyriert und anschlieBcnd 8 Stunden gegen 500 ml PufferH&sucg, ex ai M Phosphat, 1MK ;C1 
rod OjOl M AthyicndainiDtetrmewiywurcj Natrium (EDTA) cnthih, ba cinrra pH-Wert von 7.0 dia* sicrt. 
Letxtere Dnilytc wird rweimai wiederbolt und jc 8 Stunden durcagefahrt. Die eritaiune Losung win. jine 
Stunde bei Obticber Tempcrarur mit ptnkreatischer Ribonucleic inkubicrt. Die Ribonucleic- Koruent ration 
5 betrigt 10 jif/ml Daren diexe Behandlung kann nicht hybridisiertc RNA ab£tb*ut werden. 

Sodtnn werden I mg/m] Cytochrom C-Losung und 1 uJ einer L&suag, die m 1 mg/ml Avidin und 2 mg/ml 
/Kjalactoddase enthih, zugegeben. Dtbei erweist sich, dafl eines von 7 MoIektUea £-Galactosidase an Avidin 
gebunden tsL Die Losing wird gerQhrt und sodAnn 4 Stunden bet 4*C ytebcngelinm. 

Anscnlieflend wtrd mit Phospbat-DiaJyscpufl tr auf 10 ml verdQnnt, und die eYhaheoe Lotting wird eine Stunde 
io bei 35 000 U/Min. xentrifugiert (im Beckman Ruior SW 41> DNA- und RNA-Hybrkfe finden sich im Nieder- 
schlag rutammca tax den an diese RNA gebundencn Avidk-^-Galactosiduc-Komplexen. Der Oberstand 
cnthaJt nidrt hybrkfiaierte und durch Ribonucleic abgebaute RNA sowie ungebundeae Avidin und 0-Gaictosi- 
cUse. 

Dcr Niederscbiag wird abgetrennt und emeut in 10 ml Pufferi6sung suspendien und zentrifugien. Anschlie- 
is Bend wird der Niedencfala£ in 0,5 ml Puffer aufgenommen (Tube Nr. 1 ). Sodajm wird die Aktivitat der 0-GaIac- 
toskla&e beim Umsetxtn des Substrats ONPG nach der Meihode von Miller (Experiments in bacterial genetics 
(1972), Ccid Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, USA) durch Messung der optischen 
Dichte der Losung bci 420 mu, besummt, und zwar nach mindestens 30minfltiger Jnkubation bei 37° C Es werden 
unter genauer Einhahung der vorgenannten Bedir.gungen Kontrollproben hergesieBt. wobci jedoch beim erstcn 
20 Kontrolrverruch die Zugabc der ribosomaJen RNA (Tube Nr. 2) und beim zweiten JControIlversuch die Zugabc 
der Maus-DN A (Tube Nr. 3) weggelassen wird. Die Ergcbnisse sind in der Tabelle rusammengefaflL 

Tabelle 



Tube Nr. In hi It Optische Dichte 

bci 420 mji, 

ON A RNA rach30Min.. bci 37° C 

J + •) + 0.45 

2 + 0,14. 

3 - + 0,15 



15 



+ und - in dcr DNA- und RNA-SpaUc deuten jeweils an. ob die DNA brw. RNA m dcr 
urepningltchcn Losun* vortunden war Oder mchL 



40 Aus dcr Tabelle ist crsichtlich. dafl die in der (das Hybrid cnthahenden) Tube Nr. 1 gemcssene optische Dichte 
signifikant hdher ist ak bei den Ko* trollproben. 

Das Vcrsuchsbcispiel erlautert also die Bcdingungen, unter denen die gegebenenfaJls anwesende DNA bzw. 
das DNA-Fragment nachgewiesen werden kann, sofern ein komplementArer Indikitor dieser DNA bzw. des 
DNA- Fragments verfflgbar ist. und zwar durch cine cinfache Methode, die weder kompliziertcs Labprma^erial 

4S noch bejonders groflc fachmannische Erfahrung erfordert. 

Das erfindungsgcmaSe Vnrfahren kann bci diagnostischen in vitro-Verfahren zum Nacnwcis vcrschicdencr 
Vircn, wie Herpes, Epstein Barr, Pox-Virus, Cytomegalo. in biologischen Proben (wie Blutprobcn. Stuhlprobcn) 
besonders voneiihafr angewandt werden. Es kann fcrner fllr die Diagnose bestimmter chromosomalcr Anoma- 
Uen angewandt werden. 

so Das erfindungsgcmlBe Verfahrcn kann weiterhin zur Feststellung der bakteriellcn Diagnose, insbesondere 
bei Tragcm pathogener Gene. scicn sic exprimiert nicht exprimicrt oder latent, angewandt werden. 

FOr den Fachmann liegi es auf der Hand, daB beim Suchen einer infek^en DNA rasch auf den Erkrankungs- 
grad einer erfindung*gcma6 behandelten biologischen Probe im Hinblick auf die gesuchte Nukleinsaure bzw. 
dercn Fragmcnte schlieBcn kann. wenn keine Induzicrung oder zumindesi keinc Oberschrcitung dcr Akiiyitats- 
45 schwclle aui dem farbigen Substrat festgcstellt wird. sci cs durch Vcrsuchc. sei « durch Vcrglcich mil den 
virusfreien Kontrollproben. - 

Umgckchrt kann die festgesicllte nicht vorhandene Aktivitfii hinsichtlich des fzrbigcn Substrats. insbesondere 
obcrhalb der vorgenannten Schwclle, in cinem anderen bcreits angesprochenen Bcrcich Anwcndung HndentSie 
kann die Anwescnheit einer Anomalie gesuchter chromosomalcr AbnormiUt durch die festgesicllte nicht 
to vorhandene gesamie oder particllc Hybridisicrung zwischen Indikator und untcrsuchtcr DNA anzcigen. 

Beispielrweisc kann man fur mcdizinische Labors Rcagenwatzc ("Kin mil alien zur DurchfOhrung des 
erfindungsgemaBen Vcrfahrens notwendigen Rcagenticn zur Verfugung stelien. Sokrhe Rcagenzsai.". kOnncn 
insbesondere Muster (Or Indikatorcn enthaltcn. die bcispielsweise den DNA von gut erforschten pathogenen 
Vircn oder Bakterien emsprechen. und sogar fOr Indikatorcn, die den besonderen Cencn entsprcchen. die 
« norrnalcrweise in biologischen zu untersuchenden Proben wie Blut enthaltcn sind 

' Wie bcreits crwahnt, sollte der modifizicrte Indikator vorzugsweise ein Indikator scin, an den Biotin gebunden 
ist und wobci das modifiziene Enzym, bcispielsweise die /*-Ga!actosidase. sclbst an das A vidin gebunden ist. 
Die Erfindung betrifft weiterhin ein neues Reagcnz. Dieses besteht aus cinem Komplex aus cincm Enzym 
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(deswn AkiiviUt im Hinbiick auf insbesondere cin farbiges Substrat nacbgewiesen werden kann) und einem 
Indikaior (RNA oder emzelsirangige DNA), sei es die Bindung erfolgt direkt, $ei es mil Hilfc eines komplexbil- 
denden MittcU zur tndustricllen Verwcndung. Dabci kann des Enzym, wie z. B. 0-GaJactosidase, tlber eincn 
Komplex aus Avid in und Biotin an den Indikator gcbunden sein (vgL die Ansprtche 10 und 11). 

Die Erfindung kann noch in anderen Bereichen Anwendung finden, insbesondere bei der Markierung be- 5 
siimmter DNA- Fragment e in bekanmcn genetischen Versuchen zur Besummung des Genoryps der in Frage 
siebeaden DNA. Sie kann insbesondere Anwendung finden bei der Bestimmung, ob ein besor.deres DN A-Frag- 
mem in genetischen Ausleseversuchen inkorporiert ist oder nicht. Bei diesen Ausleseversuchen geht es beispiels- 
wetse urn Trajtsiormabonen von Zellen mittels fremder DNA, die das betreffende DN A-Fragment cnthftlt, oder 
aber um Tnuudukuoosvenuche, bei denen DNA-Fragmentc. die nonrr.alerweise in der zellullren DNA enihal- 10 
len rind, in die viraie DNA Obergchen, mil der die Zellen infiziert worden sind Eine solche Anwendung ist 
naturfceh nur moglich. wenn man Ober eincn Indikator vcrfOgt, der das komplemenUre RNA- brw. DN A-Frag- 
ment des Fragments der gesuchten Nukleinsfiure isL 

Gemafl einer andercn Ausfuhrungsform kann man das Verfahren zum Nachweis des Hybrids aus der gesuch- 
ten DNA und dem Lodikator, minels eines an cin Enzym. bcispiclsweije die ^-Galactosidase, gebundencn 15 
Antihybrid-Antikorpcrs anwenden. 

PatcmansprOche 



1. Verfahren zum Nachweis einer Nukleinsaure-Sctjuenz oder eines Nukleinsiure- Fragments in einem 20 
Gemisch untcrschicdlicher NukJeinsaurcn durch Hybridisicrung der Sequent oder des Fragments mit 
einem eine komptementare Nukleinsfiure (DNA oder RNA) enthaltenden Indikator. dadurch gekennxeich- 
tKtdaBman 

a) einen chemisch modifizicrtcn Indikator verwendet. der vor oder nach der Hybridisierungsreaktion 

an cin Emym gekoppelt werden kann, 25 

b) daB die Hybridisierungsreaktion durch Zusammenbringen des chemisch modifizienen Indikators 
mit der vor^enannten Sequenz oder dem Fragment in Gegenwan anderer, in der Probe cnthaltener 
NukJeinsfture, gcgebenenfalls nach vorhcrigem DeTiaturieren der NukJeinsfturta erfolgt und 

c) daB nach dem Abbau oder der Abtrennung eines evtL Oberschusses des nicht-hybridisicnen indika- 
tors das Hybridisierungsprodukt mil einem Enzymsubstrat zum Nachweis der Nulcleinsaure-Sequenz 30 
oder des NukJeinsfiu re- Fragments in Kontakt gebracht wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzcichnet, dafl man das Enzym im Hinbiick auf seine Ffthigkeit 
auswahlt, auf ein farbiges Substrat cinzuwirken. und daB man die Umwandlungsrate des Substrats,die der 
Menge der nachzxiweisenden Nukicinsaure in der Ausgangsprobe korrclicrbar ist, durch optische oder 
analoge Analyse bestimmt 35 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB man den Indikator durch eine chemische 
Gruppe modifizien. die mit dem Enzym oder einem MolekOI. das subil mit dem Enzym verbunden ist, einen 
siabilen Komplex bilden kann. 

4. Verfahren nach Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet, dafl man sowohl ats chemische Gruppe als auch als 
MolekOI Biotin oder A bidin verwendet. 40 

5. Verfahren nach Anspruch 4. dadurch gekennzeichnet, dafl man als Enzym die £-Galactosidase verwendet. 

6. Verfahren nach Anspruch 2 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dafl man zunachst die H ybridisierung. dann die 
Bindung zwischen dem chemisch modifizicrtcn und hybridisierten lndiketor und dem Enzym durchfflhn und 
i_ischlicBend den gegcbcncnfalls im Obcrschufl vorhandenen nicht hybridisierten Indikaior abtrcnni bzw. 
ahbauL 45 

7. Verfahren nach Anspruch 2 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB man zunfichst die Hybridisicrung und 
anschlieflcnd nach Abtrennung bzw. Abbau des gegebenenfalis im Oberschufl vorhandenen nicht hybridis- 
ierten Indikators die Bindung zwischen dem chemisch modifizienen und hybridisierten Indikator und dem 
Enzym durchfahn. 

&. Verwcndung etnes Rcagcnzsatzes zur DurchfUhrung des Vcrfahrens nach Anspruch 1 bis 7, dadurch « 
gekennzeichnet daB cr folgende Bestandteile aufweist: 

a) mindest=ns einen Indikator aus cincr RNA oder einer cinzelstrAngigen oder denaturierbaren DNA, 
die charakiermisch ist fOr die nachzuweisende NukleinsJ.urcsequenz oder dcren Fragment, wobei 
dicscr Indikator im Hinbiick auf seine Bindung mit einem Enzym chemisch modifizicrt ist, 

b) das gegcbcncnfalls modifizierte Enzym. das fQr die Bindung mit dem Indikator verwendet wifd, 35 

c) ein insbesoodere farbiges Substrat. das lOr das Enzym spezifisch in, 

d) Re age mien, die fOr die Zellysc, insbesondere bei der Untersuchung von Blue, und fur die Extraktion 
von NukJeirulurcn erforderlich sind. 

9. Verwcndung eines Rcageozsatzes nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daO er eine an Biotin 
gebundene RNA oder DNA als Indikator und ein Kupplungsprodukt von Avidin und einem Enzym, wie w 
0-GaUctoiidase. cnthllL 

ICLRctgcnz zur Verwcndung im Verfahren nach einem der AnsprOche I bis 7, gekennzcichnet durch einen 
Komplex aus einem Enzym, das durch seine Fahigkcit mit einem Suhsirai insbesondere einem farbigen 
Substrat zu reagieren, nachweisbar ist, und einem Indikaior aus einer RNA oder DNA. der chemisch so 
modifiziert ist, daB er mit dem Enzym gekoppclt werden kann, wobei der Indikator selbst mit einer Sequcnz 65 
oder einem Fragment einer kompiementaren Nukleinsfiure in einem Nuklcinsaurcgcmisch durch eine 
Hybridisierungsreaktion rcaktionsffihig isL 

1 1. Rcagcnz nach Anspruch 10. dadurch gekennzcichnet, daO das Enzym Ober einen Komplex aus Avidin 
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